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ZusaBUuenfassung ] 

Die vorliegende Eifindu&g betrifft Verfehren ziir Detektion von NuMeinsauien mit Hilfe einer 
AmplifilcationsreaJctioni wobd eane neuaitige Stniktur feslpliasengpbundeaCT Startennoldculen 
(Primem) mit zyldischer Amplifikationsreaktion an der Fes^Me und tJberfiihrung der 
Ainkplifikationsprodukte in die wassrige Phase zum fensalz kDnunen. 
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Verfahreh zur Deteldion von Niildeinsauren unter Verwendung festphasengebundencr 
Primer uhd Abspaltimg dcr Pradukte dner zykUschen Amplifikationsreaktion (Trap 
Release Primer Amplification CTRAiiq))) * . , 





Beschreibung 

Die vorliegpnde Effindung betriffl Verfahien ziir Detektion von Nukleinsauien mit Hilfe einer 
Amplifikationsreaktion, wobei eine neuartige Kombination . voii festphasengAundfinen 
Startennolekaien (Pjimem) - mit zykUscher An?)lifikationsreaktion an der Festphase und 
. CberKhrung der An^lifikation^iodultte in die wSssrige Phase 2um Einsalz fcommen. ffiermit 
weiden entscheadende NachteUe der Wassischen Polymeaase-Ketfenieaktion (PGR), wie die 
Primer-Dimer-Bildung und die Entstehung felsch poativer Ergetmisse durch Produkt-Produkt- 
Inteiaktionen uberwunden. . ^. 

Die Polymerase-Kettenieaktion (PGR) stellt ein Verfahien zur ej^onentiellen Vennebning von 
spezifischen DNA-Abschniiten dar. Per allgentein dabei angewandte Reaktionsablauf ist sehr 
einfecb, da alle Reagentien und Starjtermolekule im Reaktionsgemiscb voriiegen und die fur den 
zykliscben Reaktionsablauf erforderlicben Absoluttemperaturen und Tempersaturwecbsel 
tol^eren, Auf diese Weise kann durcb die sich vielfach, in der Regel 25 - SOfach 
wiederholende Abfolge von drei Schiitten. d^r Dea^urierung doppelstrangiger DNA-Molekule. 
zu Einzelstrangen, Bindung der passenden Einzelstrange an die komplementaren 
Startermolekaie (Annealina)hase) und der enzymatispliKi Verlangenmg der Startermolekule 
(Primer) entlang der gebundenen komplementaren Zielseiqiuenz (Elongation) , eine 
Veiiaelfachung der Zielsequenz erieicht werden, woraus eine hohe Sensitivitat resultiert Unter 
optinialen Bedingungen . werden die Molekiile der Zieisequenz in jedem^ dieser ZyMen 
veidoppelt Diese theoretische EfiBzienz yard jedoch in, der Praxis hocbstens wahrend der 
ersten Reaktionszylden erreicht (ejq)onentielle Phase der PGR). In spateren Zylden treten 
zunehmend sich negatiV auswirkende Effekte auf, die die Effizienz der PCR-Amplifilcation 
leduzieifen und zu einer asymptotischen Annahewng der Zahl der Zielsequenzmolekule an 
einen leaktionsspezifischen Grenzwert fiihien, iiber den hinaus keine weitere Vermehrung mebr 
erfolgt. Die Ursache hierfux liegt zum einen im zunehmenden VeAiauch der eingesetzt^ 
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Ressourcen (Enzymaktivitat. Primer, Nuldeotidtripliosphate). 2^xm gtoBerea TeQ jedoch 
z^ehmend auftretenden Wechselwirkungen zwjsclxen den im Reaktionsansatz befindlichen " 
Nukleinsauren. Von Bedeutung sind hier beispielsweise ^inspezifische Primerbindmgen. die zu - 
einer Unearen "Hintergrundamplifikation" . oder sogar- zu felsch positiven Eigebnissen fiihien 
konnen. wenn ein zweiter Primer am Gegenstrang benacbbaxt' bindef Diese Effekte spielen 
besonders bei sogenannten multiplexi-PGR-Reaktion^ eine RoUe. bei. denen eine grofiere Zahl 
von Primem zur Erfassung mehieier Zielsequenzen in einem einzigen Reaktionsansatz 
eingesetzt. wird. Ein weiteres Problem, das 'ebenfells bei der multiplex-PCR an B^eutung 
ge^myt ist die Bildung von Primer-Dimeren. ffierbei interagieren die eingpsetzten 
Startermoiekule (Primer) miteinander. so daB es zu einer DNA-Kettenveriangemng entiang der 
zweiten Primersequenz komntt. Solche Primer-Dunere werden aufgrund ihier geringen GroBe 
sehr effizient amplifiziert. so; daB die in der PGR eingesetzten Ressourcen bbreits vor einer 
erkennbaren Amplifikation der Zidseqilenz aufgebraucht sein konnen. 

Nach Ablauf vieler PCR^Zykien kbmien zunehmfend koriipetitive Effekte zxwischeii den beiden 
Strangen des PCR-Produkts uhd den Primer^ die AmplifikationsefiBzienz beeinjrachtigen. Die 
Amplifikation der Zielsequenz wird hieAei duicli die voUstandige oder paitieUe Paaung der 
beiden DNA-StrSnge der Zielsequenz , npch ' vor oder wahrend der Ketteiiverlangerung 
beeintticMgL Neben. der Beeintiachtigung - der AmplifikationsefBzienz kann die 
Wechsdwirfcung zwischen bereits in der PGR neu synfietisierten DN A-MolekQlen zur BUdung 
unspeseifischer piSdukte. bzw. zu falsch posititiven Ergpbnissen «hreii. Dies ist dann der FaU, 
wenn die 3'-Enden dieser DNA-Einzdstrfingp miteinander webhselwirfcen konnen. Auch tier 
ist die Gefehr bei mulfiplex-Reaktionen groBer. da mit jeder zu amplifizierendeh Zidsequenz 
die Gefahr steigt. daB DNA-Strlnge imt zueinander homologen S'-Enilen entstehen, die damx 
nkci Paarung aneinander und VervoUstandigwng zu DNA-Doppelstiangen durch die. 
eingesetete DNA-Polyrneras^ in deq folgenden ZyWen exponentieU ampUfiziert werden 
kSnnen. was schUeBUch zur Entstehung Msch positiver bzw. artefizieller Produkte fuhit. 
Obwohl mehreie. der besciiriebenen, die PGR-Amplifikation bedntrSchtigenden Medianismen. 
sich bei multiplex-Reaktionen gravierender auswirfcen, werden multiplex^Reaktionen 
zunehmend eingesetzt, da sie es erlauben niit einer einzigen Reaktion gleich . mehrere 
Zielsequenzen zu erfessen. Da sicli die Zahl der bekannten NuHeinsairesequenzen rasant 
vergroBert, ist zu etwarten, dafi diese Tendenz anhalt. 

Als Alternative ffir die paiaUele Erfassung vieler NuWeinsaure-ZielseqUenzen konnen auch 
,sogenannte "Gene^ships" eingesetzt. Diese besitzen jedoch gegenuber der PGR eine viel 
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geringere Sensitivitat, da sie die Nukleinsauren iiber spezdfische Hybridisiemngsteakdonen 
detektieien und es nicM zu einer enzymatisciien Yennehruag der Zielsequenzen kommt 

. Die der voriiegeaden Erfiodimg zugrundeliegende Aufgabe besteht somit darin. die ZaM der in 
einer PCR-Reaktion parallel erfeBbaren Zielsequen2»n zu efhoben, in dem die oben 
beschriebenen bei multiplex-Reaktionen zunelunend auftretenden Stoifektoren, wie die Primer- 

. Dimer-Bildung und. die Generierung falsct positiyer Resultate aU Folge unsperifiscier 
Produlct-Produkt-Wechselwirkungen fiber komplementare 3'-Enden WtgeW ausgesclialt^ 
md eine exponentieUe Amplifikation der ZielsequenzenerniDglicht werden. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost duich dn Verfehien zur Ainplifikatipn, von 

I NuMeinsauren.umfassend die Schritte: ^ 

• . . • . • . ■ f 

i) Bereitstellen von 2ni anqplifLaerenden NuMeiji^^ 

ii) Durchfmirung der Amplifikationsreakdon u^^ 
mndestens 2 Primern, vori denen mindestens einCT an eine Festph^^ 

iii) ,Oberfuhrung der Reaktionsprodulfte in die wassri^^ 

iv) Detektieien der in ii) gebildeten Amplifikationsprodukte ul^ fluoreszenzoptisclie, 
ladioaktive. chemisclie. chromatogpaplusclie oder jegliche andere Vei^n zur Detektion von 
Nuldeinsauren,^ 

* ! . . 

daiduich gekennzeichnet, dafi . 

a) mindestens einer der ffir die Amplifikationsreaktion eingesetzten Primer in 

. S'lS'-Riclitung folgende Eleraeote umfasst: Festphasenkopplungsstelle, 
einen eisten fur • die Zielsequenz spezifischen Abschnitt, eine 
dpppelstrangspezifisclie SchnittsteUe, eine fekultativ vorhandene Sequeiiz. 
die der Produktdetektion, Re-AmpUfikation in dner nachgeschalteten 
konventiondlen PCR-Reaktion (nested-PCR), als Primerbindungsstelle fur 
eine Sequenzreaktion oddr weiteren Funktipnen dienen kann, fekultative 
weitere. Sequenzabschnitte. die der StabUisierung der 
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doppeistrangspezifischen Schnittstelle dienea und eine zweite. ffir die zu 
amplifizieiende Nukeinsaure spfesifische Sequenz, • • 
• b) . daB neu syathetisierte DNA-Molekiile noch wahrend der Neusynthbse oder 
• nach den PCR-Amplifikationszyklen duich Abspaltung mit einem 
RestriktionsenTym in die wassrige Phase ilberfiihrtvrer^^ . 

Die Kopplung von PCR-Primem an eine Feslphase kann zwar die Bildnng von Primer-Dim^en 
verhindern, gleichzeitig ist jedoch eine exppnentielle Produktvenneluimg nicht niehr moglich. 
da nur die in der wassrigen Phase vor Start der Re^on beieits vorUegenden Molekule der 
Zielseque-;^. an die festphasengebundenen Primer hybiidisieren und duirch Verlan^ng der 
Primer eine DNA-Neusynthese initiieren komxen. Da die neu synthetisierte DNA, die durch die 
Verlajigerung der festphasengebundenen Primer, entstandefa ist, an der Festphase gebunden 
bleibt. kann sie nur auBerst begrenzt in ummttelbarey Nachbaischaft ,an komplementSre 
Primeisequenzenbinden und steht deshalb fest voUstSndig nicht ak Matiize fSr eine weitere 
DNAlSjoithese zur Verfugung. D-h. der Pool der 6ine DNA-Neu^ese ermS^chenden 
Alatrizenstrange der Zielsequenk erweitert sich nicht wesentUch, woraus nur eiae lineare 
Amplifikationskinetik resultiert (Adessi et al. (2000). Nucleic Adds Research e87). 
Eine essentielle Voraussetzung fur eine exppnfentielie Aniplifikation der Zielsequenzen ist die 
pberffihrung der in der PGR synthetisi^rten DNA-Molekule ik den Pool potoitieUe^ DNA- 
Matrizenstiange. die bei Bindung komplementaier Primer wiederum eine DNA Neusynfliese 
erlauben. HierfUr ist es erfordedich. dafi beide DNA-SttSn^ der Zielsequenz nach jedem PCR- 
Zyklus fiei mit komplementaien Ptimem hybridisieren konnen. Dies kann erreichl weiden, 
wenn die neu synthetisierte DNA in die wissrige Phase uberfiihit wild, ohne die Bindung der 
j einzelstrangigen . Primer von der Festphase zu.. beeintrSchtigen. Hierfiir werden 
Restriktionsenzyme verwendet, da .diese selekdv doppelestiSngige DNA an. deBnierten 
Eikennungssequenzen schneiden. Wird die doppelstringige DNA von der Feslphase 
abgespalten. so konnen nach dem PCR-Denaturierungsschritt beide StiSnge mit den 
. komplementaren Primem hybridisieren. Der Pool potentieller DNA-Matrizenstiangp kami sich 
bei jedem ZyWus yeidoppehi; eine exponentielie Amplifikation der Zielsequenz ist mSgUch. 
Eine entscheiciende Vomussetzung hierfiir ist jedoch, dafi die Erketinungssequenz fur 
Restriktionsenzyme durch den Schnitt nicht zerstort wird. D.h. die verwendeten Enzyme 
massen am 5'-Ende der Erkemiungssequenz oder noch weiter S'-wIits davor schndden. Nur 
so bleibt die Erkennungssequenz erhaiten und kann auch in folgenden ZyWen Nwieder eine 



Abspaltung doppelstrangiger DNA-Molekule von der Eestphase vennitt«ln. Bine Schmttstelle 
weiter 5'-warts als ' direkt. am 5«-Ende der Erkennungssequenz ist gunstig?r. da 
Restriktionsenzyme weniger effMent schneiden. wenn sich fljie Erkennungssequenz dkdd.am 
Ende eines doppelstmugigen DNA-Molekuls befindet und nicht noch dnige v^itere - 
endstandige Basenpaarungen vorliegen. 

Die Durchfiihrung der TR-PCR kann analog d«: konventionellen PGR erfolgen, wenn das 
verwendete Restriktionsenzym die in der PGR eingesetzten Ternperaturen und 
PuffeAedingungen toleriert.' Die Pestpliaseiikopplung der PCR-Primer kann. direkt oder 
indirekt an das Reaktionsgefaii seibst erfolgen einschUeBlich yon. KunststQ^eflBen uiid 
Glaskapillaren oder die Primer werden an. einen Trager .gekoppelt, der dann in das 
Reaktionsgefifi eing*racht wird. Die entscheidenden Sclmtte des Reaktipnsiblaufs werden in 
Abbildung 1 schematisch dargestellt: 

In Abschnitt "A" der AbbUdung 1 sind die verschiedenen Domlnen • der PCR-Primer. 
dargestellt Am 5'-Ende befindet sich eine Struktur (gplber Kreis). die die Bindung des. 
OligonuWeotids an die Festphase yermittdL Daiak schliefit sich in S'-Richtung eine erste zur 
Ziels^uenz komplementare Domane (dunkelblau dargestellt) an. Diese wird in ihier LSnge 
und Sequenz auf die in der PCR-Reaktion verWendete "anneaUng" Temperatur abg^timmt 
Bei dieser Temperatur soil die spezifische Bindung zwischen dem Mmer und der zu. 
amplifiaerenden NuMeinsaure-Zielsequenz erfolgen. Eine analoge zur Zielsequenz bindende 
Domane befindet ^ch arii SuBersten 3'-Ende dk Primer. Ette^e beiden an die Zielsequenz 
bindenden PrimerdomSaen werden duich eing^fiigte Nukieotide getrennt, die bei Bindung des 
Primers an die Zielsequenz 'dutch KonfermationsSnderung ein.e ' doppelstrSngige 
Restriktionsschnittstelle generieren. Von .S'- b S'-Richtung unifeBt dieser = Bereich. die 
fblgenden fimktionellen Abschnitte: Abstandshalter. .1 (hier beispielsweise mit '3 'T*^- 
Nukieoti4en dargestellt und beige unteriegt). Stabilisierungsbereicli la (gtiin uriteriegt mit 
kursiven Nukleotidbezeichnungen). Schnittstellensequenz 1 (rot unteriegt mit unterstrichenen 
NukBlotidbezeichnungen). Stabilisierungsbeieich lb. Abstandshalter ,«Z" (dieser zentiale 
Abstandshalter besteht optimalerweise aus 4 "T'-Nukleotideo. da diese eine voUstandige 
Richtungsanderung innerhalb" der dreidimensionalen Molekiilstruktur vetmittelii und so die 
Ausbildung einer Haamadelstruktur' erieichtem); . Stabilisieiungsdomane 2b, 
Schnittstellensequenz 2. StabUisierungsdomane 2a, Abstandshalter Z Die StabiUsierungS- und 
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Schnittstelleruiomanen 1 sind zu den analogen Dominen Numxner 2 in ihrer Nukleotidsequenz 
revers komplemeotar. Hierdurch kann sich bei ■ UBterschxeitung einer bestunmten • 
Grenztemparatur eine Haamadelstmktur iBneAalb des Pruners ausbilden. Nebea der 
Schnittstelleusequeoz bestinunen Laage und Sequenz der Stabilisienmgsdcmanea diese 
Grenztemperatur. Sie ynri s. gewahlt. daB sie unterhalb aller wahrend des Ablaufe der PCR- 
Reaktion eingestellten Ten^peraturen Uegt. .Hierdurclx wird ge^ahrleistet. daB d^e- 
festphasengebundenen Primer wahrend der PCR-Redction inlinearer Struktar vorUegen und 
keine HaarnadelstruMuren ansbilden. solange die- Primer nicLt an die Zielsequenz .nut d^ren 
beiden endstandigen spezifischen Domanenbinden. • 

Teil "B» der Abbildung steUt die Strukuren dar. wie sie nacii Bindung eines Primers an seme , 
Zielsequenz (rosa unterlegt) entstehen ("- - -» soU die im Beis^iel gewaUte negative Pcdaritat 
symboHsieren). Duich Bindung der beiden spezifischen Primerdomanen an die Zielsequenz 
! werden diese beiden Primerabschnitte in unmittelbare Nachbarschaft g^racht. Hierdurcli mrd 
die pdtentielle Haamadelstruktur. die der i?rimexberdch z^ischen denbeiden endstandigen zur 
Zielsequenz spezifischen Dominen ausl,ilden kann. stabiUsiert. Dies liat ^ Folge. 4aB die 
Haamadelstmktur nach Bindung des Primers an seine Zielsequenz auch bei hSheren 
Temperaturen ausgebUdet werden kann. als di^ im einzelstrangigen PrimermolekOl der Fall ist, 
Durch ent^xechende Sequenzauswahl . der,, als "StabilisierungsdomSnen" bezeichneten 
Primerabschnitte und anderer sich auf die .Schmelztemperatur der Haamadelstmktur 
auswirkender Parameter. wiez.B. des Abstands zwisdien den beiden Primerbindungsdomanen 
auf der Zielsequenz, wird die Gienztemperatur zwischen linearer Primeisttuktur im nativen 
Zustand und Ausbiidung .' einer Haamadelstmktur nach Bindung des Primeis an seine 
Zielsequenz so" eingestellt. daB sie wShiend des niedrigsteh temperatumiv^am der PGR- 
. Reaktion geringfugig uberschritten >*ird. D.h. nur Primer, die an ihre Ziesequenz gebmiden. 
J sind. bilden wahrenil' der PCR-Reaktion eine . Haamadelstruktur aas; einzelstdngige 
Prii^nholekme bleiben dagegen wahrend 4er g^anten PCR-Reaktion iu^^^^ 
Der in der Zielsequenz als «BBB" dargestellte Abschnitt muB die Distanz zwisdien denbeiden 
Strangen der Haamadelstmktur ubeibrucksn. entsprechend dem Abstand. dter zur AusbUdung 
der Wasserstoffbriickfenbindungpn zwischen den an der Haamadelstmktur betedigten 
Nukleotiden ben6tigt wird. Hier soUten in der Zielsequenz keine NuMeotide vorUegen. die mit 
den -TlexibiUsietungsdomanen" der Primer wechselwiiken kSnnen. " Da fur die 
"FlexibiUsiemngsdomanen" in diesem Beispiel «T'-Nukleotide gewShlt wurden. soUten in dem 
"Abstandshaltet" der Zielsequenz keine «'A"-NiUdeotide voricommen. Durch AusbUdung der 
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Haamadelstruktur lagem sich die beiden rot unterlegten zueinander revers komplementaten 
SchnittsteUendomauen des- PCR-Primers zum DNA-Doppelstrang aBeinander. so daB das 
entsptechende Restriktionsenzym schneiden kama (SchnittsteUen .sind dutch scbwai2« Pfeile 
markiert). Wird ein hitzestabiles Restriktionsenzym verwendet, das auch unlet den PCR- 
Puffer- und Temperaturbedingungen eine ausreichende Aktivitat besitet, so kann dieses dem 
PCR-Reaktionsgemisch einfacb zugesetzt werden. In der Abbildung ist die Sequei^: des 
hit^tabilen Restriktionsenzyms TUI dargestellt Die festphasengebundenen Primet Wen m • 
ihrer linearer einzelstrangigen Struktur. die vorliegt solange keine Bindung an die Zielsequenz • 
erfolgt ist. nicht geschnitten. Ist jedoch eine Bindung des Primers an seine Zielsequenz ecfolgt, . 
so bildet sich uber die Entstehung einer .^'Haamadeikonfoimation" die doppeisttangige 
Erkemiungsdomane fiir das entsprechende Restriktionsenzym aus. Der Primer wird in seinem 
^ zeritialen Absclinitt von dem Restriktionsenzym gespalten. wahrend die Stongverlanfeemng am ^ 
/v-Ende des Primers entlang der ZielseqUenz erfolgL Hieriurch wird dey neu synfhetisierte 
DNA-Strang zusammen . mit • dem 3«.Beieicai. d^s PCR-Primers. von det. 
FestphasenkdpplungssteUe abgespalten. In der folgenden Denaturierungsphas^ der PGR, in der 
die Wasserstoflbruckenbindungen der DNA-Doppelstringe in bobet Temperatur getremjt 
werden, werden alle neu-' synthetisierten DNA-EinzelstiSnge fteigesetet und kSnnen im .- 
folgenden PCR-ZyMus Wieder an komplementaren Primersequenzen binden. Dies ist in 
Absclinitt "Cr dargestellt. '• . • ' . • 

Der iii Abschnitt „G« dargestellte plusstrSngige Matrizenstrang enthllt als Piodukt des ersten 
Amplifikationszykus an seinem 5'-Ende S^quenzabschnitte. . die von ^em PCR-Primer 
stammen und TeUe der. ,RestriktionsschmttsteUe .beinbaIten. ,Bis zu diesen Basen wird der . 
konq>le;Qentare Minussttang der Zielsequenz . in diesem Beispielzyklus zum Doppelstrang 
verVoUstandigt Wichfig ist es hierbei. daP iii der PfcR eine DNA-Polymerase verwendet wird, 
die keine.-zusatzlicben .Nuldeotide. meist .einen Adenosinrest, am..3*-Ende des neu 
synthetisierten Strangs anfugt. es sei demi, genau ■ diese Base entspricht dejr zur 
VeivoUstandigung der Resttiktionsschnittstelie eifoiderlichen iSequenz. 

In Abschnitt ,J>" , ist beis^ielhaft datgesteUt. wie der in Abschnitt ,,0" sjoithetisierte 
Minusstrang wiedenim als Matrize fiir die emeute Plusstrangsynthese dienen kann: Der rosa 
unterlegte Minusstmng enthMt bereits an beiden- Enden von PCR-Primem stammende 
Sequenzd)scbnitte. Nacb Bindung an die zielsequenzspezifische Domane am 3'-Ende eines 
plusstrangigen PCR-Primers kann sein eige^es 3'-Ende entlang der Primeisequenz verlangert 
werden (ros^ Pfeile). wahrend gleichzeitig die Synthese des neuen Plusstranges stattfindet 
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(blauer Pfeil). Hierduroh wird die zuvor partiell vorhandene Re^lcdonschmttstelle 
^eneriert Das Produkt dieses PCR-Laufs kann auch oUne die Ausbildung emer 
Haamadelstruktur inned^alb des Primers abgespalten werfen. Die Ausbildung emer 
RestriktionsschBittsteUe innerhalb der PCR-Primer durch AusbUdung einer Haamadelstruktur 
i^oige spezifischer Bindung an die Zielsequenz stellt soruit sicher. daB cine Abspaltung der neu 
synthetisieften PCR-Prcxiukte auch ablaufen kann. sofem die Neusyuthese, an der naUven 
Ausgaugs-DNA (Abschnitt ,3!') oder arh Produkt einer e«ten Amplifikationsreaktion erfolgt 
(Abschnitt „C"). Alle weiteren Amplifilcationsprodukte enthaltea an beiden Enden.bereits von . 
PCR-Primem stammende Teilsequenzen. die linear zu voUstSndigen RestriktionsschmttsteUen . 
- verlangert werden konnen (Abschnitt „D"). 

. Der dargestellte Reaktionsablauf selzt vorau,. daB die zu amplifizieiende Zielsequenz nicht die 
/gleichen Restriktionsschnittstellen enthalt, vde sie inneAalb -der PCR-Primer verwendet 
werden. Durch Verwendung selten schneidender R^stri^onsen2yme treten hierdurch keme 
wesentlichen Beschrankungen auf. . 

Die Trap Release Primer Amplifikation (TRAmp) eriaubt es 'in multipleK-PCR Ansateen die 
Zahl der gleichzeitig detcktierbaren Zielsequenzen zu erhohen. da unerwQi^hte Primer- 
Primer-Wechselwirkungen weitgehend ausgeschaltet Werden. Die zur Amplifikation und 
Freisetzung der Produkte zumindest wahrend der ersten AmpIifikationszyHen: erforderiiche 
Bindung an 2 spezifische Sequenzabschnitte eines jeden Primers eAoht die SperifitSt der 
Realdion. Weitedun kann eine groBe Zahi von PCR-Primem vorgefertigt an eine Festphase 
gekoppelt werden. Werden die Primer dabei an ein ReaktionsgefiB odet eine 2«r Reaktion " ■ 
, -zuzugebende Malrize gekoppelt. so werden multiplex-Reaktionen wesenttich vereinfecht, da 
die zur ZusammensteUung der Primerkombinationen erfqrderUchen Pipettierschritte entfellen. 
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Anspruclie 

1. Vetfahren zur Detektion vpn Nukleinsauren unter Verwendung festphasengebundener 
Primer und Abspaltung der Produkte einer zyMischea AinpUfikalioiisreaktipn CTrap R^ease 
Primer Amplification (TRAmp)). umfassend die Schritte 

i , 

■ , . I ' . 

i) Bereitstellen von zu, araplifizierenden Nukleinsauren, . . 

ii) EXirchfuhrung der Airiplifikationsreaktion unter Verwendung von 
mindestens 2 Primem, von denen mindestens einer an eine Festphase gekoppelt ist. 

I iii) Oberfiihrung dear Reaktionsprodukte in die wassrige Pliase, 



iv) Detektieren ' aer in ii) gebildeten Amplifikationsprodukte uber fluoi^sTsnzoptisclie, 
tadidafctive, chemische. cjironiatographische oder jegliche andere Verfihien iuir Detektion von 



Nukleinsauren, * 



dadurcli gekennzeicljnet, daB ' , 

- a) mindestens einer der- fiir die Amplifikationsreaktion' eingpsetzten Primer in 5'-3*- 
Richtung folgende Bemente umfesst: Feslpliasenkopplungsstdle, einen etsten far 
• die Zidsequenz spezifischen Abschnitt, eine dqppelstangppezifisclie SchnittsteUe. 
dne fakultativ vodiandeiie Sequenz. die der Produktdetektion. Rs-Amplifikation in 
einer nachgeschalteten konvenfioneUen PCR-Reaktion (nested-PCR). als 
. PiimeAindungsstelle fOr eine Sequenzreafction oder Weiterenr Funktionen di^en 
kann, fekultaHve weitere Sequenzialischnitte, die der Stahilisierung der 
. doppelstrangspezifisclien SchnittsteUe dienen und einp zweite fur die zu 
aiiq)lifizierendeNukieinsaure spCTfische Sequenz, 
b) daB neu synthetisierte DNA-Molekule nodi wahrend der Neusynthese oder nach 
den PCR-AmpUfikationszyklen dmch Abspaltung mit eineni Restriktionsenzym in 
die wissrige Phase ubeifuhrt werden. ' . ' '. 
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